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(57) Abstract: The invention concerns a method for inducing keratinocyte differentiation of embryonic stem cells of mammals, 
^ comprising the following steps: isolating an extracellular matrix secreted by at least one type of mammalian cells; culturing in 

parallel embryonic stem cells of mammals in undifferentiated state in a suitable culture medium in the presence of LIF; seeding the 
^ embryonic stem cells in monolayer on said extracellular matrix; culturing the thus seeded embryonic stem cells in the absence of 
^ LIF for a time interval sufficient for their keratinocyte differentiation; and collecting the thus obtained keratinocytes. 
OS 

(57) Abrege : La pnSsente invention se rapporte a une m£thode d'induction de la differentiation de cellules souches embryonnaires 
W de mammiferes en keratinocytes, comprenant les Stapes suivantes :- isolement d'une matrice extracellulaire secrete par au moins un 

type de cellules de mammiferes,- culture en parallele des cellules souches embryonnaires de mammiferes a l'Stat indifferencie* dans 
Q un milieu de culture approprie' en presence de LIF,- ensemencement des cellules souches embryonnaires en monocouche sur ladite 
^ matrice extracellulaire,- culture des cellules souches embryonnaires ainsi ensemencees en absence de LIF pendant un d61ai suffisant 
^ pour leur differentiation en keratinocytes, et - recueillement des keratinocytes ainsi obtenus. 
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KERATINOCYTES OBTENUS A PARTIR DE CELLULES SOUCHES 
EMBRYONNAIRES DE MAMMIPERES 



Ob j et de 1 1 1nvention 
10 [0001] la prgsente invention se rapporte a un 

procSdg d'obtention de keratinocytes a partir de cellules 
souches. embryonnaires de mammi feres. 

[0002] Une application therapeutique possible d'un 

tel procede est la reconstitution de tissus derives des 
15 keratinocytes, en particulier, la fabrication de peau 
artif icielle. 



Etat de la technique 

[0003] Le nom de « matrice extracellulaire » ou 

20 « MEC » est le nom gen£ralement donne au reseau complexe de 
macromolecules extracellulaires avec lequel sont en contact 
la plupart des cellules des organismes pluricellulaires . 
[0004] La composition de la matrice extracellulaire 

et sa forme varient en fonction du tissu, de sorte que l'on 
25 parle plus volontiers des matrices extracellulaires, que de 
la matrice extracellulaire. N£anmoins, les matrices 
extracellulaires ont en commun d'§tre constitutes de 
macromolecules qui sont essentiellement des proteines et 
des polysaccharides secretes localement et qui s'organisent 
30 pour former un reseau en trois dimensions au niveau des 
espaces intercellulaires de la plupart des tissus. 
[0005] Parmi ces macromolecules, on trouve par 

exemple des . proteoglycannes, des proteines fibreuses ayant 
une fonction essentiellement structurale telles que 
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l'elastine et les collagenes, et des prot£ines fibreuses 
ayant une fonction essentiellement d' adhesion telles que la 
fibronectine et les laminines. 

[0006] La matrice extracellulaire n' est pas 

5 seulement une « glue » biologique, elle forme aussi des 
structures hautement specialises telles que le cartilage, 
les tendons, la membrane basale laminale, le squelette et 
les dents . 

[0007] En outre, il apparait que les matrices 

10 extracellulaires jouent un role critique dans la regulation 
du comportement des cellules avec lesquelles elles sont en 
contact. Elles sont ainsi impliquees dans des phenomenes 
aussi differents que le d^veloppement cellulaire, la 
proliferation, le metabolisme, la forme et lapolarite des 
15 cellules. Un autre phenomene dans lequel les matrices 
extracellulaires interviennent est la dif f erenciation des 
cellules . 

[0008] Les cellules souches embryonnaires d^rivent 

de cellules totipotentes de l'embryon. Ce sont des cellules 

20 pluripotentes capables de se diff^rencier in vivo en 
n'importe quel type cellulaire (Bradley et al., Nature 309, 
255-256 (1984) ; Nagy et al . , Development 110, 815-821 
(1990)) et in vitro en un nombre plus restreint de types 
cellulaires (Doetschman et al., J. Embryol. Exp. Morph. 87 , 

25 27-45 (1985); Wobus et al., Biomed. Biochim. Acta ^47, 965- 
973 (1988) ; Robbins et al., J. Biol. Chem. 265, 11905- 
11909 (1990) ; Schmitt et al . , Genes and Development 5, 
728-740 (1991) ) . 

[0009] Cependant, les cellules souches embryonnaires 

30 sont difficiles a cultiver en laboratoire et leur culture 
necessite 1'ajout, dans le milieu de culture, d'un facteur 
inhibant la dif f erenciation, communement appele le « LIP » 

(Leukemia Inhibitory Factor), afin d'eviter tout phenomene 
de dif f erenciation spontan§e (Williams et al., Nature 336 , 
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684-687 (1988) ; Smith etal., Nature 33 6, 688-690 (1988) ; 
Gearing et al,, Biotechnology^ 1157-1161 (1989)). 
[0010] Le LIF est une proteine de secretion qui peut 

etre fournie en maintenant des cellules souches 
5 embryonnaires sur une couche nourricidre de cellules 
produisant ce LIF (E.J. Robertson, Tetracarcinomas and 
Embryonic stew cells: a practical approach, Washington DC, 
IRL Press (1987)) ou, en absence de couche nourriciere, en 
ajoutant au milieu de culture du LIF purifie (Pease et al. t 

10 Exp. Cell. Res. 190, 209-211 (1990)). 

[0011] II a <§t6 d£montre que la dif f erenciation 

spontanee de cellules souches embryonnaires se produit des 
1' instant oil l'on supprime le LIF du milieu de culture oil 
ces cellules se trouvent, et qu'elle peut §tre £galement 

15 induite par manipulation dans certaines conditions 
(Gutierrez -Ramos et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 89, 9111- 
9175 (1992) ) . 

[0012] Cette dif f erenciation a lieu sous l'effet de 

1'agregation des cellules souches embryonnaires, conduisant 

20 & la formation de corps embryoides (structures 
tridimensionnelles) a partir desquels les cellules se 
dif f^rencient spontan€ment en dif f brents types cellulaires. 
[0013] Rudnicki et al. ont ddcrit une mSthode 

g<§n<§rale d' induction de la dif f erenciation de cellules 

25 souches embryonnaires dite « methode des gouttes 
pendantes » (Rudnicki et al,, « Cell culture methods and 
induction of differentiation of embryonal carcinoma cell 
lines », in Teratocarcinomas and embryonic stem cells : a 
practical approach, (E.J. Robertson, op. cit.), 19-49 

30 (1987) , IRL Press, Oxford) . Dans cette methode, pour que 
les cellules souches embryonnaires se dif f erencient , il est 
ndcessaire de former des structures tridimensionnelles 
appelees « corps embryoides » dont il a €t€ fait mention 
ci-dessus. 
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[0014] L' absence de LIF au cours de cette methode 

est n€cessaire pour permettre aux cellules souches 
embryonnaires de se dif f §rencier . Apres 3 jours, les corps 
embryoldes formSs sont transferes sur des boites de Petri 
5 bacteriologiques et sont maintenus en suspension pendant 2 
jours, afin d'£viter leur adhesion et de favoriser leur 
croissance. Les corps embryoides sont ensuite mis & adherer 
sur des bo£tes de culture cellulaire. Des le 2 Sme jour apr§s 
adhesion, on peut observer, au sein de ces corps, 

10 differents types cellulaires, dont des cellules battantes 
(cardiomyocytes) . Selon les conditions de culture 
utilises, on identifie des cellules musculaires 
squelettiques et lisses, des cellules nerveuses, des 
cellules de la glie et des derives du systdme 

15 hematopoietique (Rathjen et aL, « Properties and uses of 
embryonic stem cells : prospects for application to human 
biology and gene therapy », Reprod. Fertil. Dev. 10 (1) , 31- 
47 (1998) , Review) . 

[0015] Depuis peu, des conditions de culture 

20 permettant d'induire majoritairement et de maniere 
reproductible la dif f Erenciation des cellules souches 
embryonnaires vers un lignage particulier ont ete mises au 
point (Rathjen et al., op. cit.). 

[0016] II est dSsormais clairement Etabli que le LIF 

25 maintient les cellules souches embryonnaires pluripotentes 
sous forme indif f erenciee, et que son retrait du milieu 
cellulaire • permet k ces cellules d'initier, sous forme de 
corps embryoides, un programme de dif f erenciation. 
[0017] Le document de Bagutti et al. (Bagutti et 

30 al., Developmental Biology 179 , 184-196 (1996)) d£crit plus 
particulierement la dif f erenciation spontanee de cellules 
souches embryonnaires de souris en keratinocytes en 
utilisant la methode des gouttes pendantes, avec apparition 
de keratinocytes a partir du 21* rae jour. 
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[0018] Neanmoins, il n'existe pas encore 

actuellement de methode d' induction de la dif ferenciation 
des cellules souches embryonnaires en keratinocytes qui 
constituerait une reelle alternative, en terme de rapidite 
5 et de rendement, a la methode des gouttes pendantes. 

Buts de 1 1 invention 

[0019] La presente invention vise a fournir une 

methode et des moyens d' induction de la dif ferenciation de 
10 cellules souches embryonnaires en keratinocytes, qui 
permettent d'obtenir plus rapidement et en nombre plus 
grand des keratinocytes differences, comparativement aux 
m£thodes de l'6tat de la technique. 

[0020] La presente invention vise egalement & 

15 fournir une methode et des moyens d' induction de la 
dif ferenciation de cellules souches embryonnaires de 
mammifere en keratinocytes qui soient reproductibles et 
fiables- 

20 Resume de lj invention 

[0021] La presente invention se rapporte a 

I'obtention de keratinocytes a partir de cellules souches 
embryonnaires de mammiferes, en particulier a une methode 
d 1 induction de la dif ferenciation de cellules souches 

25 embryonnaires de mammiferes en keratinocytes, comprenant 
les Stapes suivantes : 

- on isole une matrice extracellulaire secretee par au 
moins un type de cellules de mammiferes, 

- on cultive parallelement des cellules souches 
30 embryonnaires de mammiferes a 1 1 §tat indif f erencie dans 

un milieu de culture approprie, 

- on ensemence ensuite lesdites cellules souches 
embryonnaires en monocouche sur ladite matrice 
extracellulaire ou sur une ou plusieurs de ses fractions 
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comprenant des constituants particuliers , notamment la 
laminine-5, le collagene de type IV, le collagene de 
type I ou des f ibronectines, 

- on cultive ensuite lesdites cellules souches 
5 embryonnaires ainsi ensemencees, en absence du LIF 

susmentionn£ pendant un delai suffisant pour obtenir la 
differentiation en keratinocytes, et 

- on recueille les keratinocytes ainsi obtenus, isoles et 
amplifies par des techniques connues de clonage 

10 (dispase, trypsins, tri cellulaire) . 

[0022] De manidre avantageuse, les cellules souches 

embryonnaires sont maintenues prealablement & l'etat 
indif f erencie en presence de LIF, de preference & une 

concentration de l'ordre de 10 3 unites/ml de culture. 

15 [0023] Selon 1' invention, l 1 induction de la 

dif f irenciation des cellules souches embryonnaires sur une 
matrice extracellulaire est initiee des 8 jours et 
largement engag£e a 15 jours. Ce facteur de temps n ! est 
nullement limitatif et peut etre acc^lere par differents 

20 precedes adaptables par l f homme du metier. 

[0024] En outre, il est egalement possible de 

traiter les souches embryonnaires avant la dif f erenciation 
en keratinocytes par dif f ^rentes modifications genetiques, 
en particulier par des modifications genetiques sur des 

25 gdnes du complexe majeur d^istocompatibilite (MHC) , de 
maniere a creer des lignees pluripotentes universelles 
immunotoierantes . 

[0025] De facpon particulierement avantageuse, les 

cellules souches embryonnaires ensemencees sur la matrice 
30 extracellulaire sont cultiv6es en presence de BMP-4 et 
d'acide ascorbique. 
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[0026] Un autre aspect de la presente invention 

concerne la fabrication d'une peau artif icielle, en 
particulier un tissu £pidermique comprenant lesdits 
kSratinocytes ainsi obtenus, ainsi que leur utilisation 
5 pour soigner des patients victimes de plaies thermiques (en 
particulier des grands brllles) , des plaies vasculaires 
(tels que des ulceres) ou des patients atteints de 
pathologies liees a des defauts de cicatrisation. 
[0027] La presente invention sera d£taill'ee £ l'aide 

10 de la description d ! une forme d 1 execution pr£feree de 
l 1 invention presentee a titre d' illustration non limitative 
de l'objet de 1' invent ion. 

Description detaillee de I 1 invention 

15 [0028] Les exemples presentes ci-dessous illustrent 

la methode selon la presente invention. Dans ces exemples, 
une lignee de cellules souches embryonnaires murines CGR8 
(Mountford et al., Proc Natl. Acad. Sci . USA 91, 4303-4307 
(1994)), au stade blastocyste, a ete cultivee a l'Stat 

20 indifferencie en presence de LIF (Leukemia Inhibiting 
Factor) (10 3 unites/ml) sur des boites de culture 
prSalablement gSlatinisees (0,1% dans du PBS) en atmosphere 
humide a 3 7°C et sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 
[0029] Le milieu de culture se composait de 

25 GMEM/BHK21 (Glasgow's Modified Eagles 1 s Medium - GIBCO BRL) 
supplements avec 10% de serum de veau foetal (SVF; Hyclone) , 
0,23% de bicarbonate de sodium, 1% d'acides amines non 
essentiels, 2 mM de glutamine, 1 mM de pyruvate de sodium, 
0,1 mM de p-mercaptoethanol . 

30 [0030] Ces cellules souches embryonnaires a l'Stat 

indif f SrenciS ont ensuite ete ensemencees, en absence de 
LIF, soit sur un substrat amorphe (verre ou plastique, 
contrSle negatif ) , soit sur de la gelatine, soit sur des 
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lames coatees de matrice extracellulaire provenant de 
differents types de cellules (voir ci-dessous) . On a ainsi 
teste des cellules d'origine epithSliale (lignee 804G; 
lignee Rac-llP; lignee SCC25; lignee MCF-10 A; lignee KHSV; 
5 lignee NBTn; lignee HaCaT) et des cellules f ibroblastiques 
(lignee J2; lignee NIH-3T3, fibroblastes dermiques humains 
en culture primaire) . Les lignees €pitheliales produisent, 
entre autre, des quantites importantes de laminine-5, et 
forment in vitro de nombreuses structures d ! ancrage de type 
10 hemidesmosome (Langhofer M. et al . , J*. Cell Science 105, 
753-764 (1993) ) . 

[0031] Les cellules souches embryonnaires ont 

egalement ete ensemencees sur des lames coatees uniquement 
avec des constituants majeurs des lames basales (laminine-5 
15 purifiee; collagene de type IV purifie; collagene de type I 
purifig; f ibronectines purifiees) . 

[0032] Afin de r§colter leur matrice 

extracellulaire, les lignees mentionnees ci-dessus ont et£ 
cultivees a confluence sur lamelles. Une fois arrivees a 

20 confluence, ces cellules ont etS d£coll<§es grace & une 
solution constitute de PBS contenant 20mM d'hydroxyde 
d' ammonium ou a une solution d'HBSS (Hanks balanced salt 
solution, GIBCO-BRL) contenant 20 mM d 1 EDTA, 20 mM d'Hepes 
et 1 rriM d 1 EGTA) de maniere a ne garder que la matrice 

25 extracellulaire secrette, . intacte sur les lamelles. Les 
lamelles ainsi "coatees" ont ete conservees a 4°C. 
[0033] La presence de ktratinocytes a ete evaluee 

par marquage immunof luorescent avec des anticorps 
monoclonaux de souris dirig£s contre les cytokeratines 14 

30 (K14; Sigma) et 5 (Dr. B. Lane, Universite de Dundee, UK). 
Les cytokeratines 14 et 5 font partie des filaments 
intermediaires specif iques des kgratinocytes basaux. Les 
cellules souches embryonnaires ont ete cultivees sur des 
lamelles de. verre st£riles avec ou sans d6pot de matrice 
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extracellulaire . Apres lavage au PBS, les cellules ont ete 
fixees avec du methanol froid 10 minutes a -20°C. Les 
cellules ont ensuite ete lavges au PBS avant d'etre 
incubees pour une heure avec I'anticorps primaire anti-K14 
5 (dilue au 1/I00 e dans un tampon PBS contenant 3 mg/ml de 
BSA, en chambre humide) ou avec I'anticorps primaire anti- 
K5 (dilue au l/5 e dans le m§me tampon, en chambre humide) . 
Apres un nouveau lavage au PBS de 5 minutes, les lamelles 
ont 6t6 incubees pour une heure a 1' obscurity avec un 

10 anticorps secondaire relevant couple S un marqueur. Apres 
un dernier rin^age, les lamelles ont ete incubees avec un 
marqueur nucl^aire (Hoechst ou iodure de propidium) dilugs 
au 1/1000 6 dans du PBS pendant 10 minutes a l'abri de la 
lumiere, puis montees sur lames apres lavage a l'eau 

15 distill£e. Toutes les manipulations ont ete effectuees a 
temperature ambiante. Les lames ont et6 observ€es sous un 
microscope "Zeiss Axiophot". 

[0034] Les resultats obtenus ont montrS que sur 

support amorphe, malgre une dif f erenciation spontanee et 

20 anarchique, les cellules ne se dif f erencient pas en 
keratinocytes, m§me apres 15 jours de culture sans LIF . Les 
resultats sur gelatine ont montr<§ que seulement une 
proportion infime de cellules souches embryonnaires CGR8 
s'est diff£renci£e en keratinocytes: une presence 

25 sporadique de keratinocytes peut etre observee a 8 jours de 
culture, et cette proportion est augmentee au 15 e jour, les 
keratinocytes observes rest ant en majority isol£s, ne 
f ormant pas d 1 amas . 

[003 5] Les resultats obtenus sur des lames coatees 

30 avec une fraction totale ou partielle de la matrice 
extracellulaire des types cellulaires se sont r^veles 
dramatiquement diff£rents des resultats obtenus sur support 
amorphe . 



WO 02/097068 PCT/EP02/06030 

10 

Resultats obtenus sur la matrice extracellulaire provenant 
des differents types cellulaires utilises 

[0036] Une dif f erenciation keratinocytaire a ete 

obtenue sur les dif f <§rentes matrices extracellulaires 
5 etudiees. Cependant, les variations d'efficacite 
d ! induction entre ces differentes matrices necessitent de 
les r^partir en deux categories distinctes: (A) matrices a 
haute capacity d f induction; (B) matrices a capacity moyenne 
d' induction (voir aussi tableau I). 
10 (A) Matrices & haute capacity d' induction de 

la dif f erenciation keratinocytaire 

a) - Matrice extracellulaire produite par les cellules FHN: 
Les FHN (f ibroblastes humains normaux) ont ete obtenus a 
partir de biopsies de prepuce et entretenus en DMEM 

15 (Dulbecco's Modified Eagles' s Medium - GIBCO BRL) 
supplements avec 10% de SVF (Hyclone) . Les cellules ont ete 
maintenues en atmosphere humide a 37°C et sous 5% de CO 2 
dans un incubateur. A confluence, les cellules FHN ont et£ 
dScrochees et les cellules souches embryonnaires CGR& ont 

20 et<§ ensemencees sur la matrice extracellulaire d^posee par 
les cellules FHN. 

[0037] Au huitieme jour de culture des cellules 

souches embryonnaires CGR8 sur la matrice produite par les 
FHN, de nombreux keratinocytes isol§s sont identif iables 

25 par immunofluorescence. Au quinEieme jour de culture, les 
keratinocytes plus nombreux sont observes en larges amas 
("patches") formant une sorte de feuillet <§pidermique . De 
nombreux keratinocytes isoles sont egalement detectables . 
[003 8] Ainsi, la presence de matrice secretee par 

30 les cellules FHN provoque un effet significatif sur la 
dif f Erenciation des cellules souches embryonnaires en 
keratinocytes. En effet, alors qu'aucune dif f erenciation 
n'est observee en culture directe sur un substrat amorphe 
meme apres 15 jours de culture, une quantite importante de 
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kSratinocytes est obtenue en culture directe sur la matrice 
extracellulaire produite par les cellules FHN. De plus, 
cette dif f Srenciation est plus precoce que celle obtenue 
via les corps embryoides puisque des le huitieme jour de 
5 culture en monocouche sans LIF, une proportion import ante 
de keratinocytes est observee. 

b) - Matrice extracellulaire produite par les lignees 
cellulaires NIH-3T3, Rac-llP, KHSV et NBTn : 
[0039] L 1 experience susmentionnee (cellules FHN) a 

10 et£ reproduite sur la matrice produite par les lignees 
cellulaires : 

i ) NIH-3T3: ATCC, CRL 1658. Ces cellules ont 6t6 
entretenues en DMEM (Dulbecco's Modified Eagles' s Medium - 
GIBCO BRL) supplements avec 10% de SVF (Hyclone) . Les 

15 cellules ont £te maintenues en atmosphere humide a 37°C et 
sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 

ii ) Rac-llP: Sonnenberg A. et al. (1996) J. Cell Science 
106: 1083. Ces cellules ont ete entretenues en DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagles ' s Medium - GIBCO BRL) 

20 supplements avec 10% de SVF (Hyclone) . Les cellules ont ete 
maintenues en atmosphere humide S. 37°C et sous 5% de CO 2 
dans un incubateur. 

iii ) KHSV: Miquel C. et al . (1996). Exp. Cell Res. 224: 
279-290. Ces cellules ont ete entretenues en DMEM 

25 (Dulbecco's Modified Eagles 1 s Medium - GIBCO BRL) contenant 
50% de milieu Ham F12 (GIBCO BRL) et supplements avec 10% 
de SVF (Hyclone), 0,4 jug/ml d' hydrocortisone, 0,1 ng/ml de 
toxine cholerique et 10 ng/ml d' Epidermal Growth factor. 
Les cellules ont et6 maintenues en atmosphere humide a 37 °C 

30 et sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 

iiii ) NBTii : ATCC CRL 1655. Ces cellules ont et§ 
entretenues en DMEM (Dulbecco's Modified Eagles ! s Medium - 
GIBCO BRL) supplements avec 10% de SVF (Hyclone) . Les 
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cellules ont £t£ maintenues en atmosphere humide a 3 7°C et 
sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 

[0040] Dans ces quatre autres exemples, on obtient 

des r£sultats similaires I ceux obtenus avec la matrice des 
5 cellules FHN. En effet, le d£pot de cellules souches 
embryonnaires sur les lames coatees avec de la matrice 
extracellulaire produite par ces lignees cellulaires 
conduit a 1* apparition de keratinocytes K14-positifs des le 
huitidtne jour de culture en monocouche. Les differences 
10 qualitative et quantitative sont representees sur le 
tableau I . 

(B) Matrices a capacity moyenne d ! induction de la 
dif f£renciation k£ratinocytaire 

a) - Matrice extracellulaire produite par la lignee 804G: 

15 La lignee 804G, derivee de cellules (Spitheliales de vessie 
de rat (Riddelle KS et al . , J. (1991) J. Cell Biol. 112 , 
159-168), a ete prealablement cultivee en DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagles 1 s Medium - GIBCO BRL) supplements avec 10% 
de SVF (Hyclone) . Les cellules ont ete maintenues en 

20 atmosphere humide a 37°C et sous 5% de CO 2 dans un 
incubateur. A confluence, les cellules 804G ont ete 
decrochees et les cellules souches embryonnaires CGR8 ont 
ete ensemencies sur la matrice extracellulaire deposee par 
les cellules 804G. 

25 [0041] Au huitieme jour de culture des cellules 

souches embryonnaires CGR8 sur la matrice produite par les 
804G, des keratinocytes isol£s sont identif iables par 
immunofluorescence. Au quinzieme jour de culture, des 
keratinocytes plus nombreux sont egalement detectables. 

30 [0042] Ainsi, la presence de matrice secretee par 

les cellules 804G provoque un effet significatif sur la 
dif f£renciation des cellules souches embryonnaires en 
keratinocytes. En effet, alors qu'aucune dif f erenciation 
n'est observ<§e en culture directe sur un substrat amorphe 
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meme aprSs 15 jours de culture, une quantite importante de 
keratinocytes est obtenue en culture directe sur la matrice 
extracellulaire produite par les cellules 804G. De plus, 
cette dif ferenciation est plus pr^coce que celle obtenue 
5 via les corps embryoides puisque des le huitieme jour de 
culture en monocouche sans LIF, une proportion importante 
de keratinocytes est observee. Les differences qualitative 
et quantitative sont representees sur le tableau I . 
b) - Matrice extracellulaire produite par les lignees 
10 cellulaires SCC25, MCF-10A et HaCaT: 

[0043] L ! experience susmentionnee (cellules 804G) a 

ete reproduite sur la matrice produite par les lignees 
cellulaires : 

i ) SCC25: ATCC CRL 1628. Ces cellules ont ete entretenues 
15 en DMEM (Dulbecco's Modified Eagles f s Medium - GIBCO BRL) 
contenant 50% de milieu Ham F12 (GIBCO BRL) et suppiemente 
avec 10% de SVF (Hyclone) et 0,4 /ig/ml d hydrocortisone. 
Les cellules ont ete maintenues en atmosphere humide a 37°C 
et sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 
20 ii ) MCF-10A: ATCC CRL 10317. Ces cellules ont ete 
entretenues en DMEM (Dulbecco's Modified Eagles 1 s Medium - 
GIBCO BRL) contenant 25% de milieu Ham F12 (GIBCO BRL) et 
suppiemente avec 10% de SVF (Hyclone), 1,5 ng/ml de 
triiodo- L - thyronine, Sfxg/wl d'insuline, 0,5 iig/ml 
25 d< hydrocortisone, 20 /zg /ml d' adenine, 5 j^g/ml d'apo- 
transferrine et 2 ng/ml d'Epidemal Growth Factor. Les 
cellules ont ete maintenues en atmosphere humide & 37°C et 
sous 5% de CO 2 dans un incubateur. 

iii ) HaCaT: Boukamp P. et al . (1988). J. Cell Biol. 106: 
30 761-771. Ces cellules ont ete entretenues en DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagles' s Medium - GIBCO BRL) 
suppiemente avec 10% de SVF (Hyclone) et 1% de solution 
d'acides amines non essentiels. Les cellules ont ete 
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maintenues en atmosphere humide a 37°C et sous 5% de CO 2 
dans un incubateur. 

[0044] Dans ces trois autres exemples, on obtient 

des resultats similaires S ceux obtenus avec la matrice des 
5 cellules 804G. En effet, le depot de cellules souches 
embryonnaires sur les lames coatees avec de la matrice 
extracellulaire produite par ces lignees cellulaires 
conduit a 1' apparition de keratinocytes K14-positifs dds le 
huitieme jour de culture en monocouche. Les differences 
10 qualitative et quantitative sont representees sur le 
tableau I . 

Resultats obtenus avec la lignee de cellules souches 
embryonnaires D3 sur la matrice extracellulaire produite 
15 par les lignees susmentionnees 

[0045] La lignee D3 (Doets'chman' et al., J. Embryol. 

Exp. Morphol. 87, 27-45 (1985)) a ete prealablement 
cultiv^e sur une couche nourrici£re de fibroblastes 
20 embryonnaires murins . 

[0046] Des resultats similaires a ceux obtenus avec 

la lignee de cellules souches embryonnaires CGR8 ont et6 
obtenus . 

[0047] Des resultats similaires a ceux obtenus avec 

25 les matrices ont ete observes en utilisant le milieu 
conditionne des m§mes lignSes cellulaires. 

[0048] La methode selon presente invention presente 

done l'avantage, par rapport la methode des gouttes 
pendantes telle qu' appliquee par Bagutti et al. (op. cit.) 
30 pour induire la dif f erenciation de cellules souches 
embryonnaires de souris en keratinocytes, de permettre une 
obtention plus efficace et plus rapide de keratinocytes. 
[0049] Ceci est particulierement important dans les 

cas oil il est necessaire de produire en masse de tels 
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keratinocytes, comme par exemple dans le cas de la 
production de peau artif icielle . La peau est en effet un 
organe constitue de trois tissus d'origines embryo logi que s 
differentes : l'ectoderme pour l'epiderme, le mesoderme 
5 pour le derme et 1 ' hypoderme . Les keratinocytes 
reprdsentent 95% de la population epidermique et ils se 
renouvellent en permanence £ partir d'une assise germinale 
basale suivant un programme de dif f erenciation qui aboutit 
a la formation d'une couche cornee constitute de 

10 corneocytes. 

[0050] La constitution de peau artificielle est une 

technologie ayant pour but de soigner des patients victimes 
de plaies thermiques, en particulier des grands brules, de 
plaies vasculaires telles que des ulceres, ou encore les 

15 patients atteints de pathologies H6ea a des defauts de 
cicatrisation. 

[0051] Trois types principaux de moddles pour 

reconstituer de la peau humaine en laboratoire sont 
actuellement disponibles et realisables : les dermes 
20 equivalents (Procacci et al., J. Inv. Dermatol. 115 , 518 

(2000); Bell et al . , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 1274- 
1278 (1979) ; Bell et al . , J*. Invest, Dermatol. 81, 2s-10s 

(1983)), la peau composite dermo-epidermique allogenique 

(Burke et al., Am. Surg . 194, 413-428 (1981)) et 
25 l'epiderme en culture allogenique (Hansbrough et al . , J. 
Am. Med. Ass. 262 , 2125-2140) . Ces difftrents modeles sont 
prepares & partir de cultures primaires de keratinocytes 
et/ou f ibroblastes. 

[0052] Si ces modeles se pretent bien k des etudes 

30 pharmacologiques, leur utilisation a des fins 
thearpeutiques est ntanmoins jugee insatisf aisante par un 
certain nombre d'equipes chirurgicales dans le monde, 
notatnment parce qu'elle s'accompagne de re jet de greffes 
(Compron et al., Lab. Invest. 60, 600-612 (1989)). 
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[0053] L' autogref f e d'epiderme recorxstitue a partir 

d'une biopsie cutan£e sur le patient, suivie d'une culture 
des keratinocytes pendant environ trois semaines serait la 
meilleure solution, car elle eviterait tout risque de re jet 
5 immunologique. Neanmoins, cette solution presente 
1 ' inconvenient d'etre longue a mettre en ceuvre. 
[0054] A l'heure actuelle, pour le chirurgien, 

1'allogreffe expans^e de peau de cadavre reste le meilleur 
substitut cutane. Cependant, cette solution n'est pas 
10 viable a long terme car, outre le probleme du manque de 
donneurs, cette solution expose le patient a une 
contamination virale potentielle. 

[0055] C'est pourquoi, des efforts ont &t€ entrepris 

afin de proposer une alternative a ces mgthodes. 

15 [0056] La culture de cellules souches embryonnaires 

humaines etant d^sormais possible en laboratoire, les 
methodes representees permettent l'obtention illimit^e 
d'epidermes reconstitu<§s gref fables sans risque de rejet, 
les cellules embryonnaires souches presentant le double 

20 avantage d'etre « immortelles » sans etre immortalis£es et 
d'itre aisement manipulables par transfection et 
recombinaison homologue. Pour que ces keratinocytes 
persistent chez le patient receveur, des modifications de 
certains loci, tels que celui des genes du complexe majeur 

25 d' histocompatibility qui jouent un role dans la 
reconnaissance des cellules £trang§res par le systeme 
immunitaire, permettent de creer des lignees totipotentes 
universelles immunotolerantes . 
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Effet de diff erentes matrices sur la differentiation k£ratinocytaire 



Matrices J8 J15 



Verre 






Gelatine 


-/+ 


+ 


FHN 


+++ 


++++ 


3T3 


+++ 


++++ 


8046 


++ 


++ 


Racll P 


++ 


++++ 


SCC25 


++ 


+ 


MCP10 


+++ 


+ 


KHSV 


+++ 


+++ 


NBTII 


+ 


+++ 


HaCaT 


+ 


+ 



Les cellules ES ont €te depos^es sur des matrices secretees 
par des cellules d'origines diff erentes. La presence de 
5 keratinocytes neo-form^s a ete d£tectSe a 8 (J8) et 15 
jours (J15) par immunomarquage anti-keratinel4 , 
La presence de cellules K14 -positives est representee 
quantitativement par: 
(-) : absence de keratinocyte; (+) faible quantity de 
10 keratinocytes; 

quantity moyennes (++) , fortes (+++) et tres fortes 
(++++) de keratinocytes. 

Cette quantification represente les resultats de plusieurs 
experiences independantes, executees en triplicat. 

15 

Effets sur la dif f erenciation d'additifs dans le milieu de 
culture 

[Q057] On a observe experiment alement que les 

cellules souches embryonnaires (cellules ES) pouvaient §tre 
20 induites a se differencier en keratinocytes par l'ajout de 
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BMP-4 dans le milieu de culture, quelque soit le substrat 
sur lequel les cellules sont cultivees. 

[0058] La BMP-4 est une proteine morphogene 

appartenant a la superf amille du TGF-(3. II est connu que 
5 les cellules neuroectodermiques, au cours du developpement 
embryonnaire precoce, deviennent soit epidermales soit 
neuronales, selon la concentration locale de BMP-4, la BMP- 
4 a hautes concentrations favorisant la formation de 
l'£piderme (Wilson P. et al. (1997) Development 124, 3177- 

10 3184 ; Chang C. et al . (1997) Development 124, 827-837). 

[0059] Selon le procede de 1' invention, on a, des le 

retrait du facteur LIF, ajoutE une solution de BMP-4 a 
O.SnM diluee dans du PBS-BSA 0.1% au milieu de culture avec 
lequel les cellules embryonnaires souches sont cultivees en 

15 monocouche, et on a renouvele ce traitement tous les 2 
jours. On a pu alors observg, par immunomarquage avec un 
anticorps anti-cytokeratine-14 , 1' apparition d'une 
proportion importante de keratinocytes au I5 erae jour de 
traitement . 

20 [0060] II a Egalement ete observe que si, au lieu 

d'aj outer au milieu de culture une solution de BMP-4, on 
ajoute dans les memes conditions une solution contenant 50 
p.g/ml d'acide ascorbique, une proportion importante de 
keratinocytes au 15 Sme jour de traitement apparaissait . 

25 [0061] En outre, le depot en absence de LIF de 

cellules souches indif f erenciees, cultivees sur un derme 
Equivalent ou d<§-epidermise, permet la formation d'une 
bicouche de cellules diff <§renci£es en keratinocytes des le 
8 droe jour de culture en immersion. Par immunofluorescence, 

30 toutes les cellules qui adherent au substrat dermique se 
sont en effet revelees positives pour la cytokeratine-14 . 
Au bout de 14 jours supplementaires de culture des cellules 
en interface air-liquide selon la methode decrite par 
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Basset -Seguin N. et al . (Basset-Seguin N. et al. (1990) 
Differentiation 44, 232-238), il est possible d'obtenir un 
epiderme stratifie pr6sentant tous les marqueurs 
specifiques des differentes couches cellulaires de 
5 1 'Epiderme murin, ainsi que le depot par la couche basale 
de laminine-5 au niveau de la lame basale* 

[0062] Comparativement, 1'ajout de BMP-4 dans le 

milieu de culture des cellules embryonnaires souches, des 
le depot sur le derme Equivalent, permet l'obtention d'une 
10 bicouche de cellules dif f erenci£es en keratinocytes d§s le 
4^ me jour de culture en immersion. 
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REVENDICATIONS 

1. Methode d' induction de la dif f erenciation 
de cellules souches embryonnaires de mammiferes en 
keratinocytes, comprenant les etapes suivantes : 
5 - isolement d'une matrice extracellulaire secretee par au 
moins un type de cellules de mammiferes, 

- culture en parallele des cellules souches embryonnaires 
de mammiferes a l'§tat indif f erencie dans un milieu de 
culture approprie en presence de LIF, 

10 - ensemencement des cellules souches embryonnaires en 
monocouche sur ladite matrice extracellulaire, 

- culture des cellules souches embryonnaires ainsi 
ensemenc<Ses en absence de LIF pendant un delai suf f isant 
pour leur dif f erenciation en keratinocytes, et 

15 - recueillement des keratinocytes ainsi obtenus. 

2- Methode selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que les cellules souches embryonnaires 
sont maintenues prealablement a l'Stat indif f erencie a 
l'aide du facteur LIF, a une concentration de l'ordre de 

20 10 unites/ml de culture. 

3. Methode selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le delai de culture des cellules 
souches embryonnaires ensemencees sur la matrice 
extracellulaire est efficace dis le 8 dme jour et inferieur a 

25 21 jours. 

4. Methode selon l'une des revendi cat ions 
precedentes, caracterisee en ce que les cellules souches 
embryonnaires ensemencees sur la matrice extracellulaire 
sont cultivees en presence de BMP-4 ou d'acide ascorbique. 

30 5. Methode selon l'une des revendications 

precedentes, caracterisee en ce que les cellules dont on 
recupere la matrice extracellulaire sont des cellules 
humaines, a 1' exception des cellules germinales. 
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6. Procede de fabrication d'une peau 
artificielle a partir de cellules souches embryonnaires de 
mammiferes, comprenant les Stapes suivantes : 

- on induit la dif f £renciation desdites cellules souches 
5 . embryonnaires en k<§ratinocytes §. l'aide de la methode 

selon 1'une des revendi cat ions pr<Sc£dentes ; 

- on poursuit la culture des cellules dif f erenciees en 
interface air-liquide pendant un temps suffisant pour 
obtenir la formation d'un gpiderme artificiel stratifie. 

10 7. Peau artificielle obtenue a partir de la 

methode selon l'une des revendications pr£cedentes. 



